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(57) Ti i vi stelma" - Sammandrag 

Keksinnon kohteena on menetelma fenyyli- 
alaniinin poistamiseksi proteiinipitoisis- 
ta koostumuksista, jolioin proteiinipitoi- 
sen koostumuksen sisaltama proteiini pii- 
kotaan entsymaattisesti proteoiiTttisella 
entsyymilia proteiinihydrclysaatiksi, nain 
saatua proteiinihydrolysaattia kasiteil&aa 
adsorptiohartsilla pyivaassa, jota eiuoi- 
daan vedelia, otetaan talteen jae, josta 
f enyylialaniini on poistettu, tarvittaessa 
nain taiteenotetusta jakeesta poistetaan 
suoloia, ja iopuksi talteenotettu jae kon- 
ser.troidaan ja hal^ttaessa kuivataan. 
Lisaksi keksinnon kohteena on nain saatu, 
hwancakuinen proteiinipitoinen koostunus, 
sosta fer.yyliaianiini on poistettu j oko 
kokonaan tai ainakin suurelta osin, seka 
nain saadun proteiinipi toisen kcost^uksen 
k ^ t;i erikcisravintovalnisteena tai sen 
kompcnenttina fenyyliketcn^riapctilaidea 
ravitser.uksessa . 



Uppfinningen avser ett fc5rfarar.de for av- 
lagsning av fenylalanin ur proteinhaitiga 
kcmpositioner, varvid proteinet i den pro- 
teinhaltiga kcmpositionen spjalks enzyma- 
tiskt medelst ett proteclytiskt enzym till 
ett prcteinhydrolysat , det salunda erhali- 
na proteinhydrolysatet behandlas med ett 
adsorptionsharts i en koionn, vilken elue- 
ra3 med vatten, och en frakticn, ur vilken 



Laninet avlagsnat 



■tvinns , 



varef- 



ter saiter, ifali behovligt, avlagsnas ur 
den utv-unna frakticnen ccn den utvunna 
frakticnen kcncentreras slutligen och tcr- 
kas, if ail onskvart. 

Uppfinningen avser dessutcm en pa detta 
satt erhallen , vais-akar.de , prcreinhaitig 
tepcsition, ur vilken f enyialaninet av- 
lagsnats antingen heit ccr. hallet eiler 
till storsta del en, sart a-v.mdninger. av 
den pa detta satt erhallna pr c teinhai tiga 
kcmpositionen scm ett specie lit narings- 
preparat elier sen kcmpcner.t vid naringer. 
av £ enylketonuripatienter . 
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Menetelma f enyylialaniinin poistamiseksi proteiinipitoi- 
sista koostumuksista 

Keksinnon kohteena on menetelma f enyylialaniinin 
poistamiseksi proteiinipitoisista koostumuksista, jolloin 
saadaan hyvanmakuisia , ainakin lanes f enyyiialaniinittomia 
proteiinihydrolysaattikoostumuksia . 

Saatu proteiinipitoinen koostumus, josta fenyyli- 
alaniini on poistettu joko kokonaan tai ainakin suurelta 
osin, sopii kaytettavaksi erikoisravintovalmisteena tai 
sen 'komponenttina, erityisesti fenyyliketonuriaa (PKU) 
sairastavien potilaiden ruokavaliossa . 

Proteiinilahteen valinnalla ei voida vahentaa fe- 
nyylialaniinin saantia ravinnosta, koska fenyylialaniinia 
on kaikissa elain- ja kasviproteiineissa noin 4-6 %. PKU- 
potilaan onkin syyta valttaa runsaasti proteiinia sisalta- 
via ruoka-aineita kuten kananmunaa, kalaa, lihaa ja juus- 
toa. Muiden valttamattomien aminohappo j en tarpeen tyydyt- 
tamiseksi potilaan tulisikin kayttaa kliinisia proteiini- 
valmisteita, joista f enyylialaniini on joko kokonaan tai 

osittain poistettu. 

Fenyyliketonuria on synnynnainen sairaus, joka hoi- 
tamattomana aiheuttaa jo muutaman viikon kuluttua synty- 
masta vakavia aivovaur ioita ja usein myos kuoleman. Poti- 
laalta puuttuu kyky tuottaa f enyylialaniinihydroksylaasia 
(EC 1. 14-16.1), joka muuttaa ravinnosta saatavan aminoha- 
pon, 'fenyylialaniinin tyrosiiniksi . Fenyylialaniinia ja 
sen pvruvaatti-, laktaatti- ja asetaatti johdannaisten ker- 
tyminen vereen ja selkaydinnesteeseen aiheuttaa P akkoliik- 
keita, anemiaa, ihon karhenemista ja lopulta aivovauriox- 
ta . Taudin voi todeta myos potilaan virtsan kohonneesta 
fenyyliasetyyliglutamiinipitoisuudesta, mista tauti onkin 

saanut nimensa. 
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Yhdysvalloissa seka suuressa osassa Eurooppaa yksi 
vastasyntrynyt: 11 000 - 15 OOOrsta sairastaa f enyyliketon- 
uriaa. Irlannissa tauti on yleisempi, siella yksi lapsi 
4500: sta on PKU-potilas. Suomessa f enyyliketonuria on 
erittain harvinainen eika vastasyntyneiden taipumusta fe- 
nyyliketonuriaan tutkita. Maissa, joissa PKU:aa esiintyy 
jokainen lapsi testataan 1-2 viikon kuluessa syntymasta 
seuraamalla veren f enyylialaniinipitoisuutta . Jos fenyyli- 
alaniinin maara veressa kohoaa jatkuvasti, taudin hoitami- 
nea on syyta aloittaa viimeistaan kolmen viikon kuluttua 
syntymasta . 

Tarkasti valvottu dieetti on toistaiseksi ainoa 
kaytannollinen hoitokeino. Kun ravinnosta saatavan fenyy- 
lialaniinin maara pystytaan pitamaan tietyissa rajoissa 
potilaan veren f enyylialaniinipitoisuus pysyy sallituissa 
rajoissa (20-40 mg/l). Fenyylialaniinin sietokyky kasvaa 
lan myota, ja dieetti on yleensa voitu lopettaa noin 8 
vuoden iassa. Uusimpien tutkimustulosten mukaan dieettia 
pitaisi kuitenkin jatkaa pidempaan, mika asettaa entista 
suurempia vaatimuksia erikoisravintovalmisteen maulle. 

Taudin hoitoon valmistetaan aminohapposeoksia 
joista puuttuu fenyyliaianiini. Tallaisesta "PKU-proteii- 
nista" tehdaan vastasyntyneille maitoa lisaamalla proteii- 
niin tarvittavat muut komponentit, kuten rasva, vesi lak- 
toosi yms.. PKU-proteiinista voidaan tehda myos muita val- 
miita PKU-valmisteita korvaamalla elintarvikkeen valmis- 
tuksessa kaytettava proteiini f enyylialaniinittomalla ami- 
nohapposeoksella . 

Tallainen kaupallinen valmiste on esimerkiksi PK 
30 AID in -niminen tuote (valmistaja Scientific Hospital 
Supplies, Englanti). Tallaiset oleellisesti vain vapaista 
aminohapoista koostuvat valmisteet maistuvat kitkerilta ja 
ne saattavat aiheuttaa osmoottista ripulia. Lisaksi vapaat 
aminohapot imeytyvat elimistoon huonorumin kuin esimerkiksi 
35 di- ja tripeptidit. 
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Joitakin menetelmia f enyylialaniinin poistamiseksi 
proteiineista tai proteiinipitoisista koostumuksista jo 
tunnetaan. Vanhimmassa naista tunnetuista menetelmista 
proteiini ensin pilkotaan vapaiksi aminohapoiksi happohyd- 
rolyysilla, minka jalkeen f enyylialaniini poistetaan seok- 
ses ta aktiivihiilella (ks. esim. DD-patentti julkaisu 
283 256). Taman tunnetun prosessin heikkoutena on kuiten- 
kin huono saanto, silla yleensa vain korkeintaan 50 % ami- 
nohapoista saadaan talteen loppujen aminohappo j en adsor- 
boituessa aktiivihiileen. Usein myos muut hydrofobiset 
aminohapot adsorboituvat lahes kokonaan aktiivihiileen, 
jolloin niita on lisattava jalkeenpain tuotteeseen. Adsor- 
benttina kaytettya aktiivihiilta ei myoskaan kyeta regene- 
roimaan, joten menetelma on erittain kallis. 

Fenyylialaniini on saatu poistetuksi proteiinin 
happohydrolysaatista myos vahvaa anioninvaihtohartsia 
kayttaen ( US-patenttijulkaisu 4 384 136 ja GB-patentti jul- 
kaisu 2 103 221 A). Anioninvaihtohartsi ei kuitenkaan so- 
vellu hyvin teolliseen tuotantoon, koska sen kaytto vaatii 
puskuriliuosten kayttoa. 

Lopez-Bajoneron et al. esittivat julkaisussa J- 
Food Sci., 56(4) (1991) 938-942 menetelman, jossa fenyyli- 
alaniinia' poistettiin proteiinipitoisista koostumuksista. 
Talloin rasvatonta maitoj auhetta tai kaseinaattia hydroly- 
soitiin ensin Aspergillus oryzae-kannan tuottamalla prote- 
aasilla ja sen jalkeen papaiinilla. Hydrolysaattia kasi- 
teltiin proteiiniin nahden kolminkertaisella maaralla ak- 
tiivihiilta, jolloin 92 % f enyylialaniinista poistui 50 % 
proteiinisaannolla . 

Mockenberg et al . puolestaan esittivat julkaisussa 
Research in Food Science and Nutrition, 3 (1983) 3-4 mene- 
telman, jossa happohydrolyysi korvattiin kaksivaiheisella 
subtilisiini-Pronase -entsyymihydrolyysilla , jonka tarkoi- 
tuksena oli vapauttaa C-terminaaliset aromaattiset amino- 
hapot vapaiksi aminohapoiksi. Fenyylialaniini poistui kui- 
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tenkin kokonaan vasta 425 % aktiivihiilimaaralla, jolloin 
myOs proteiini-typestra havisi 50 %. 

Japanissa ryhdyttiin 1970-luvun alussa tutkimaan 
mahdollisuuksia tuottaa PKU-proteiinia entsymaattisin me- 
netelmin. Tavoitteena oli parantaa makua seka tehda tuot- 
teesta "proteiinimaisempaa". Useita toimivia prosesseja 
onkin kehitetty laboratoriomittakaavassa [ks. Yamashita et 
al., J. Food Sci., 41 (1976) 1029-1032; Fujimaki et al . , 
US-patenttijulkaisu 4 016 147; Mowlah et al. Raportti, 
Technical Research Institute, Snow Brand Milk Products 
Co., Ltd., Japani (1985) 29-39; Aral et al . , Agric. Biol. 
Chem., 50 (1986) 2929-2931; Owada et al . , Advances in Neo- 
natal Screening, Elsevier Science Publishers B.V., 1987, 
s. 205-208; Maeda et al . , Agric. Biol. Chem., 51 ( 1987) 
1501-1507] . Prosessien haittapuolia ovat kuitenkin kalliit 
erikoisentsyymit seka geelisuodatuksen soveltumattomuus 
tuotantomittakaavaan . 

Em. menetelmiin sisaltyvassa kaksivaiheisessa pro- 
sessissa kaytetaan ensin pepsiinia, joka pilkkoo raaka- 
aineena kaytetyn heraproteiinin spesifisesti niin, etta 
fenyylialaniini jaa peptidin karboksyylipaahan . Fenyyli- 
alaniini vapautetaan edelleen vapaaksi aminohapoksi 
karboksipeptidaasilla tai kaupallisella entsyymivalmis- 
, teella, joka sisaltaa karboksipeptidaasiaktiivisuutta 
25 (esim. subtilisiini , Pronase). 

Em. menetelmiin sisaltyvassa yksivaiheisessa prote- 
iinin hydrolyysissa puolestaan kaytetaan entsyymia, joka 
sisaltaa seka endo- etta eksopeptidaasiaktiivisuuksia . 
Fenyylialaniini erotetaan seoksesta geelikromatograf ialla . 

Tunnetut menetelmat f enyylialaniinin poistamiseksi 
proteiinipitoisista koostumuksista eivat toistaiseksi ole 
olleet tyydyttavia teollista tuotantoa ajatellen. On siten 
jatkuvasti tarve teollisessa mitassa toimivasta, taloudel- 
lisesti aikaisempaa edullisemmasta ja tehokkaammasta mene- 
35 telmasta f enyylialaniinin poistamiseksi proteiineista tai 
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proteiinipitoisista koostumuksista, jolla menetelmalla 
saataisiin myos aikaisempaa paremman makuista, oleellises- 
ti fenyylialaniinitonta proteiinituotetta . 

Nyt on yllattaen keksitty tapa, jolla ylla esitetyt 
ongelmat voidaan valttaa ja samalla saadaan hyvalia saan- 
nolla fysiologisesti hyvalaatuista ja erinomaisen makuista 
PKU-proteiinihydrolysaattia . 

Keksinnon mukaisella menetelmalla saadaan oleelli- 
sesti fenyylialaniinitonta proteiinikoostumusta , joka si- 
saltaa runsaasti ravitsemuksellisesti arvckkaica di- ja 
tripeptideja ja vain noin 25 paino-% vapaita aminohappoj a . 
Tama tuote on maultaan erinomainen eika se maistu kitke- 
ralta. Lisaksi se liukenee hyvin lampimaan veteen. 

Lisaksi keksinnon mukainen menetelma soveltuu hyvin 
teolliseen tuotantoon ja se koostuu yksinkertaisista yk- 
sikkcprosesseista. Menetelma on varsinaisesti kaksi-vai- 
heinen. Ensimmaisessa vaiheessa proteiinipitoinen koostu- 
mus hydrolysoidaan entsymaattisesti ja toisessa vaiheessa 
nain saatua proteiinihydrolysaattia kasitellaan adsorptio- 
hartsilla. Lisaksi tassa menetelmassa kaytetty adscptio- 
hartsi voidaan regeneroida yksinkertaisesti elintarvike- 
teollisuudessa yleisesti kaytettavalla lipealla, jolloin 
hartsi on heti valmis uudelleenkaytettavaksi . Hartsin ad- 
sorptiokyvyssa ei ole todettu heikentymista useiden kytrjne- 
nien hydrolysaattipanos-regenerointisyklien jalkeen. 

Keksinnon kohteena on siten menetelma fenyyliala- 
niinin poistamiseksi proteiinipitoisista koostumuksista, 
jolle menetelmalle on tunnusomaista, etta 

a) proteiinipitoisen koostumuksen sisaltama prote- 
iini pilkotaan entsymaattisesti proteolyyttisella entsyy- 
milla proteiinihydrolysaatiksi, jonka hydrolysoitumisaste 

on noin 30 - 60 %, 

b) nain saatu proteiinihydrolysaatti ultrasuodate- 

taan ja permeaatti otetaan talteen, 

c) haluttaessa liuoksen pH:ta saadetaan alueella 2 
- 10 suolahapolla tai lipealla, 
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d) nain saatu proteiinihydrolysaatti johdetaan ad- 
sorptiohartsilla taytetryn pylvaan lap! lineaarivirtausno- 

peudella 0,1 - 1,3 m/h lampotilassa 5-65 °C, 

e) pylvasta eluoidaan vedella lineaarivirtausnopeu- 
della 0,1 - 1,3 m/h, 

f) otetaan talteen jae, josta f enyylialaniini on 
poistettu, 

g) tarvittaessa talteenotetusta jakeesta poistetaan 
suoloja, ja 

h) lopuksi talteenotettu jae konsentroidaan kuiva- 
ainepitoisuuteen 70 - 80 paino-% ja haluttaessa kuivataan. 

Kaikissa elain- ja kasviproteiineissa on todettu 
olevan noin 4-6 paino-% f enyylialaniinia proteiinin ko- 
konaismaarasta laskettuna. 

Prosessin ensimraaisessa vaiheessa proteiinipi toisen 
koostumuksen sisaltama proteiini pilkotaan entsymaattises- 
ti proteolyyttisella entsyymilla siten, etta hydrolysoi tu- 
misaste on n. 30 - 60 %. 

Kasiteltava proteiinipitoinen koostumus voi olla 
mika tahansa .nuitakin valttamattomia aminohappoja kuin fe- 
nyylialaniinia sisaltava proteiinipitoinen koostumus, esi- 
merkiksi heraproteiini tai soi j aproteiinikonsentraatti . 
Heraproteiinissa proteiinipitoisuus voi vaihdella valilla 
, 35-85 paino-%. Soi j aproteiinikonsentraatin tyypillinen 
25 proteiinipitoisuus on noin 52 paino-%. 

Lahtoaineen proteiinipitoisuus vaikuttaa tuotteen 
proteiinipitoisuuteen. Koska on suotavaa, etta tuote si- 
saltaa mahdollisimman paljon proteiinia, lahtoaineen pro- 
teiinipitoisuuden tulisi olla mahdollisimman korkea, suo- 
30 tavimmin yli 70 paino-%. 

Proteolyyttisena entsyymina kaytetaan edullisesti 
pankreatiinia, jonka sopiva kayttomaara on noin 3 paino- 
% proteiinin maarasta laskettuna. 

Entsymaattisessa kasittelyssa f enyylialaniini va- 
pautuu vapaiksi aminohapoiksi noin 70 - 90-%:isesti. Saa- 
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dun proteiinihydrolysaatin proteiinista n. 3,6 - 3,8 % on 

f enyylialaniinia . 

Entsymaattisen hydrolyysin jalkeen proteiinihydro- 
lysaatti ultrasuodatetaan pilkkoutumattoman proteiinin ja 
suurimolekyylisten peptidien poistamiseksi ja permeaatti 

otetaan talteen. 

Talteenotettu permeaatti konsentroidaan haihdutta- 
malla kuiva-ainepitoisuuteen 20 - 60 P aino-%. NSin saatu 
konsentraatti voidaan johtaa suoraan j atkokasittelyyn tax 
sita voidaan sailoa -5 °C:ssa ennen j atkckasittelya . Kui- 
va-aineoitoisuuden 20 - 60 paino-% omaava konsentraatti 
voidaan haluttaessa myos kuivata esimerkiksi sumutuskui- 
vaimella ennen j atkokasi ttelya . 

Ennen adsorptiohartsikasittelya proteiinihydroly- 
saattikonsentraatti tai -jauhe liuotetaan kuumaan veteen 
siten, etta liuoksen kuiva-ainepitoisuudeksi tulee 20 - 30 
paino-% . 

Adsorptiohartsikasittely voidaan suorittaa liuoksen 
P H:n ollessa 2 - 10, mutta edullisinta on kasitella hart- 
silla neutraalia liuosta, jonka pH on 6,5 - 7,0. Talloin 
ei tarvita pH-saatoa hydrolyysivaiheen jalkeen- Haluttaes- 
sa liuoksen P H:ta voidaan kuitenkin saataa elintarvikelaa- 
tuisella suolahapolla (HC1) tai lipealla (NaOH). 

Prosessin toisessa vaiheessa proteiinihydrolysaatti 
johdetaan adsorptiohartsilla taytetyn pylvaan lapi lineaa- 
rivirtausnopeudella 0,1 - 1,3 m/h. Adsorboitumisprosessi 
vaatii tietyn minimireaktioaj an, jonka kokeellisesti on 
maaritetty olevan riittava, kun lineaarivirtaus ei ole 
suurempi kuin 1,3 m/h. Adsorptio paranee hieman tata alem- 
pia lineaarivirtausnopeuksia kaytettaessa, mutta proses- 
siin kuluva aika vastaavasti pitenee, mika nostaa kustan- 
nuksia . 

Adsorptiohartsina kaytetaan edullisesti hydrofobis- 
ta polystyreenirunkoista hartsia. Sopivia hartseja ovat 
nun. Amberlite XAD 4 ja Amberlite XAD 16, joita valmistaa 
Rohm & Haas (Ranska). 
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Hartsikasittely voidaan yleensa suorittaa lampoti- 
lassa 5-65 °C. Fenyylialaniini ja sita sisSltavat pep- 
tidit nimittain adsorboituvat hartsiin pH:n ollessa 2-10 
ja lampetilan ollessa 5-65 °C. Edullisin hartsikasitte- 
lylSmpotila on noin 30 °C, jclloin liuoksen jaahdytykseen 
tai lammitykseen ei tarvitse kayttaa lisaenergiaa . 

Nain kasiteltya hartsilla tSytettya pylvSsta eluoi- 
daan vedelia samalla virtausnopeudella, jolla proteiini- 
hydrolysaat-tia edelia johdettiin ko. pylvaaseen. PKU-pro- 
teiini eluoituu pylvaasta ennen f enyylialaniinia ja fenyy- 
lialaniinia sisaltavia peptideja siten, etta lahes fenyy- 
lialaniini ton jae saadaan eristetyksi. Kuvassa 1 on esi- 
tetty graafisesti f enyylialaniinin ja f enyylialaniinia si- 
saltavien peptidien erottuminen proteiinihydrolysaatista 
adsorptiohartsipylvaan avulla. 

Tarvittaessa talteenotetusta, lahes f enyylialanii- 
nittomasta jakeesta poistetaan suoloja, kuten ylimaaraista 
kloridia tai natriumia esimerkiksi elektrodialyysilla . 

Lopuksi lahes f enyylialaniiniton tuotejae konsent- 
roidaan kuiva-ainepitoisuuteen 70 - 80 paino-%. Tuctejae 
voidaan haluttaessa kuivata jauheeksi kylma- tai sumutus- 
kuivauksella . 

Fenyylialaniinin poistumisaste proteiinikoostumuk- 
sesta on n. 92 - 100 %. Taten menetelmaiia voidaan valmis- 
taa PKU-proteiinia, jonka f enyylialaniinipitoisuus on al- 
haisempi kuin aieramin kaytetyissa proteiinin hydrolyysiin 
perustuvissa menetelmissa (fenyylialaniinin poistumisaste 
90 - 95 %). Prosessin kokonaisproteiinisaanto on 45 - 65 % 
sen mukaan, kuinka f enyylialaniiniton tuotteesta halutaan. 
Tietylia poistumisasteella saanto on joka tapauksessa pa- 
rempi kuin kir j allisuudessa esitetyissa menetelmissa. 

Menetelma voidaan toteuttaa joko siten, etta hart- 
sikasittely suoritetaan valittomasti hydrolysointivaiheen 
jalkeen tai siten, etta hartsikasittely suoritetaan myd- 
hemmin . 
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Keksinnon mukaisen menetelman edullisuutta lisaa 
se etta kaytetty adsorptiohartsi voidaan regeneroida 4 % 
lipealla, minka jalkeen hartsia voidaan kayttaa uudelleen. 

Keksinnon mukaisella menetelmalla saadun oleelli- 
sesti fenyylialaniinittoman proteiinituotteen aminohappo- 
profiili on valttamattomien aminohappo j en osalta hyva 
(taulukko 1). Aincastaan tyrosiinin ja metioniinin lisayk- 
set ovat valttamattomia. Tuote sisaltaa runsaasti ravitse- 
nuksellisesti arvokkaita di-ja tripeptideja seka n. 25 % 
vapaita aminohappoi a . Tuottecn maku on markkinoilla ole- 
viin tuotteisiin verrattuna erinomainen. Lisaksi jauhe 
liukenee hyvin lampimaan veteen. 

Keksinnon mukaisesti saatua proteiinipitoista 
koostumusta, josta f enyylialaniini on poistettu joko koko- 
naan tai ainakin suurelta osin, voidaan kayttaa enkoxs- 
ravintovalmisteena tai erikoisravintovalmisteen valmxstuk- 



sessa . 



Seuraavissa esimerkeissa kuvataan keksintoa yksi- 
tyiskohtaiseir.min . 

Esimerkki 1 

^oTe^II^ 100 kg 35 - 90 paino-% proteiinia si- 
saltavaa heraproteiinikonsentraattia (Kuivamaito Oy, La- 
pinlahti) 1900 litraan lamminta vetta (5 % liuos kuiva- 
aineen suhteen). Kuumennettiin jatkuvasti sekoittaen 20 
min 65 °C kontaminaatioiden eliminoimiseksi . Jaahdytettun 
50 »C:een ja pH saadettiin 8 , 5 : een 5 M Ca ( OH ) : : Ha . Lisat- 
ti^n 3 paino-% pankreatiinia proteiinin maarasta lasket- 
tuna ja hydrolysoitiin 6 tuntia. pH : n annettiin laskea 
7 0:aan, missa se pidettiin 5 M Ca(0H) : :lia. Hydrolyysin 
jalkeen liuos pastoroitiin (95 «C, 5 min), jaahdytettun 
ja ultrasuodatettiin 40 °C:ssa cut-off 20 000 -kalvoilla. 
Permeaatti otettiin talteen ja konsentrcitiin haihdut- 
tamalla n. 50 % kuiva-ainepitoisuuteen. 

Konsentroitu proteiinihydrolysaatti kuivattiin jau- 
heeksi sumutuskuivaamalla . 
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Esimerkki 2 

Toimittiin kuten esimerkissa 1, mutta kuivaamisen 

sijasta 50 % kuiva-ainepitoisuuteen konsentroitua per- 
meaattia sailottiin 5 °C:ssa j atkotoimenpiteita varten. 

Prosessin kokonaissaanto oli parempi kuin esimer- 
kissa 1 koska valtyttiin hydrolysaatin sumutuskuivaukseen 
liittyvalta havikilta. 

Esimerkki 3 

Liuotettiin 12,5 g esimerkin 1 mukaan tehtya prote- 

iinihydrolysaatti jauhetta 37,5 cm 3 :iin 30 - 90 °C vetta. 
Saadun proteiinihydrolysaattiliuoksen pH oli n. 6,5 - 7,0, 
jolloin pH-saatoa ei tassa vaiheessa tarvittu lainkaan. 
Liuos, joka sisalsi 25 paino-% kuiva-ainetta, josta noin 
70 % oli proteiinia, pumpattiin 30 °C:ssa 180 cm 3 XAD-4 - 
adsorptiohartsipylvaaseen tilavuusvirtausnopeudella 60 
cm 3 /h, mika vastasi lineaarivirtausnopeutta 0,3 m/h. Prote- 
iinihydrolysaattiliuospanoksen syoton j alkeen pylvasta 
eluoitiin vedella samalla virtausnopeudella, 

Froteiinisaanto oli n. 50 %. Tuotejakeen proteii- 
nista oli f enyylialaniinia n. 0,5 %. 

Esimerkki 4 

Liuotettiin 7,5 g esimerkin 1 mukaan tehtya prote- 
iinihydrolysaattijauhetta 30 cm 3 :iin 80 - 90 °C vetta. 20 
% liuos (pH 6,5 - 7,0) pumpattiin 180 cm 3 XAD-16 -adsorp- 
tiohartsipylvaaseen lineaarivirtausnopeudella 0,9 m/h lam- 
potilassa 30 °C, Proteiinihydrolysaattiliuospanoksen syo- 
ton jalkeen pylvasta eluoitiin vedella samalla virtausno- 
peudella . 

Proteiinisaanto oli n. 50 % ja kuiva-ainesaanto n. 
55 %. Tuotejakeen proteiinista oli f enyylialaniinia n. 0,4 
%. 

Esimerkki 5 

Toimittiin muuten samoin kuin esimerkissa 4, mutta 
lampotila oli 65 °C. Lampotilan nostaminen paransi hartsi- 
pylvaan mikrobiologista sailyvyytta, mutta lisasi energia- 
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kustannuksia seka pienensi mahdollisesti hartsin elinikaa. 
Tuotteen laatu ja saanto pysyivat ennallaan. 
Esimerkki 6 

Toimittiin muuten samoin kuin esimerkissa 4, mutta 
lampotila oli 5 °C. Lampotilan alentaminen paransi hartsi- 
pylvaan mikrobiologista sailyvyytta, mutta lisasi energia- 
kustannuksia. Tuotteen laatu ja saanto pysyivat ennallaan. 

Esimerkki 7 

Liuotettiin 2,1 kg esimerkin 1 mukaan tehtya prote- 
iinihydroiysaattijauhetta 10.5 litraan 80 - 90 °C vetta. 
20 % liuos (pH 6,5 - 7,0) pumpattiin 50 1 XAD-16 -adsorp- 
tiohartsipylvaaseen lineaarivirtausnopeudella 1,3 m/h lam- 
potilassa 55 "C. Proteiinihydrolysaattiliuospanoksen syo- 
ton jalkeen pylvasta eluoitiin vedella samalla virtausno- 
peudella . 

Proteiinisaannolla 50 % f enyylialaniinia oli prote- 
iinin maarasta n. 0,3 %, saannolla 45 % saatiin jae, joka 
ei sisaltanyt lainkaan f enyylialaniinia . Tiedot tuoteja- 
keen (50 % proteiinisaannolla) koostumuksesta on esitetty 
taulukoissa 1 ja 2. 
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Taulukko 1 : Esimerkin 7 roukaan tehdyn, surautus- 
kuivatun PKU-proteiinihydrolysaatin aminohappokoos- 
tumus 



5 



15 



20 



25 



Aminohappo 


ma /a 


3- 
o 


Asp 


88, 4 




Thr 


49 , 41 


/ , u 


Ser 


37, 87 




Glu 


156,38 


99 *3 


Gly 


11, 01 


X , O 


Ala 


36, 64 




Val 


45 7 


D , O 


Cys 


12,07 


1,7 


Met 


12, 63 


1,8 




^ 1 

O JL 


4,4 


Leu 


57, 95 


8,3 


Tyr 


20, 65 


2,9 


Phe 


2,37 


0,3 


Lys 


90, 96 


13, 0 


His 


12, 92 


1,8 


Arg 


18,36 


2,6 


Pro 


16, 87 


2,4 


Trp 


+ 


+ 


Yhteensa 


701, 19 


100 
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Taulukko 2: Esimerkin 7 mukaan tehdyn, sumutus- 
kuivatun PKU-proteiinihydrolysaatin koostumus 



Proteiini 66,0 % 

Tuhka 6,0 % 

Vesi 4,4 % 

Laktoosi 12,1 % 



Natrium 


12,7 




proteiinia 


Kalium 


26, 1 




proteiinia 


Kalsium 


5,8 


g/kg 


proteiinia 


Kloridi 


6,1 


g/kg 


proteiinia 


Fosf ori 


3,2 


g/^g 


proteiinia 



Esiir.erkki 8 

Mitattiin 4 , 2 kg esimerkin 2 mukaisesti tehtya pro- 
teiinihydrolysaattikonsentraattia 6,3 kg : aan vetta. Saatu 
liuos, jonka kuiva-ainepitoisuus oli 20 paino-% ja pH 6,7, 
pumpattiin 50 1 XAD-16 -adsorptiohartsipylvaaseen lineaa- 
rivirtausr.opeudella 1,3 m/h lampotilassa 55 "C. Prcteii- 
nihydrolysaattiliuospanoksen syoton jalkeen pylvasta elu- 
oitiin vedella samalla virtausnopeudella . 

Proteiinisaanto oli n. 50 % ja kuiva-ainesaanto n. 
55 %. Tuotejakeen proteiinista oli f enyylialaniinia n. 0,3 
%. 

Esimerkki 9 

Liuotettiin 22 g esimerkin 1 mukaan tehtya proteii- 
nihydrolysaattijauhetta 88 cm 3 :iin 80 - 90 °C vetta. Liuok- 
sen pH saadettiin 30 % HCltlla pH 3 , 5 : een ja liuos pumpat- 
tiin 180 cm 3 XAD-16 -adsorptiohartsipylvaaseen lineaari- 
virtausnopeudella 0,9 m/h lampotilassa 65 "C. Proteiini- 
hydrolysaattiliuospanoksen syoton jalkeen pylvasta eluoi- 
tiin vedella samalla virtausnopeudella. 

Proteiinisaanto oli n. 52 %. Tuotejakeen proteii- 
nista oli f enyylialaniinia n. 0,1 %. 



# 
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Ylimaar&isen kloridin poistamiseksi tuoteliuos 
elektrodialysoitiin, minka jalkeen se kuivattiin sumutus- 
kuivauksella . 

Esimerkki 10 

Toimittiin vastaavasti kuin esimerkissa 4, paitsi 
etta liuoksen pH nostettiin 10,0:een 10 % NaOHrlla ennen 
hartsikasittelya. Voimakkaasti em^ksisenS liuos ei tarvin- 
nut voimakasta kuumennuskasittelya kirkastuakseen. 

Proteiinisaanto oli n. 45 %. Tuoteliuoksessa fenyy- 
iialaniinia oli proteiinista 0,4 %. 

Ylimaarainen natrium poistettiin liuoksesta elekt- 
rodialyysilla, minka jalkeen liuos kuivattiin kylmakui- 
vauksella . 

Esimerkki 11 

Liuotettiin 104 g soi j aproteiini j auhoa (52 % prote- 
iinipitoisuus ) 1400 cm 3 :iin vetta. Kuumennettiin 65 °C:ssa 
20 rain, minka jalkeen j aahdytettiin 50 °C:een. pH saadet- 
tiin 5 M Ca(OH) 2 :lla 8,5:een. Lisattiin 1,62 g pankreatii- 
nia (3 % proteiinin maarasta). pH:n annettiin laskea 7,0- 
:aan, minka jalkeen hydrolysoitiin pH 7,0:333 5 h. pH saa- 
dettiin hydrolyysin aikana 5 M Ca(0H) 2 :lla. Hydrolysaatti 
ultrasuodatettiin cut-off 10 000 -kalvolla, permeaatti 
otettiin talteen ja konsentroitiin kuiva-aineeltaan 20 %- 
: iseksi . 

Esimerkki 12 

Mitattiin 38 cm 3 esimerkin 11 mukaisesti tehtya pro- 
teiinihydrolysaattia. Liuoksen pH saSdettiin 30 % HCl:lla 
arvoon 6,8 ja liuos pumpattiin 180 cm 3 XAD-16 -adsorptio- 
hartsipylvaaseen lineaarivirtausnopeudella 0,9 m/h lampo- 
tilassa 65 °C. Proteiinihydrolysaattiliuospanoksen syoton 
jalkeen pylvasta eluoitiin vedella samalla virtausnopeu- 
della. 

Proteiinisaanto oli n. 55 %, fenyylialaniinia 0,3 % 
proteiinista ( taulukko 3). Tuote oli hyvan makuinen eika 
lainkaan kitkera. 
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Taulukko 3: Soi j aproteiinin ja soi j aproteiinista 
valmistetun PKU-proteiinin aminohappokoostumus (%) 





Soi j aproteiini 


PKU-proteiini 




(% proteiinista ) 


(% proteiinis-ta ) 


Asp 


12, 3 


12, 9 


Thr 


4,2 


4,3 


Ser 


5,4 


6,0 


Glu 


20, 9 


22, 9 


Gly 


4,5 


3,7 


Ala 


4,6 


6,1 


Val 


4,8 


4,9 


Cys 


1,1 


0 , 3 


Met 


1 , 2 


0,8 


He 


4,7 


2,5 


Leu 


7,7 


3,5 


Tyr 


2,8 


4,2 


Phe 


5,0 


0,3 


Lys 


5,6 


10, 3 


His 


2,8 


2,3 


Arg 


6,8 


H, 1 


Pro 


4,8 


2,0 


Tot 


100,0 


100, 0 



Esimerkki 13 

PK AID III:n, pankreatiinihydrolysaatin seka hart- 
sikasitellyn pankreatiinihydrolysaatin makuvertailussa 
testiin osallistujat (6 kpl) antoivat pisteita 0-3 seuraa- 
van asteikon mukaisesti: 

0 = ei lainkaan kitkera 

1 = hieman kitkera 

2 = selvasti kitkera 

3 = erittain kitkera. 
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Patenttzihakemuksessa kuvatulla menetelraSHM valmis- 
tetun PKU-proteiinin pisteiden keskiarvo oli 0,2, PK AID 

III:n 1,8 ja eivtsyymikasitellyn proteiinin 3,0. Kaikkien 
osallistujien mielestS patenttihakemuksessa kuvatulla me- 
netelmSHS valmistettu PKU-proteiini oli selv^sti vahiten 
kitkera, viiden osallistujan mielesta ei lainkaan kitkera. 
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Patenttivaatimukset 

1. Menetelma f enyylialaniinin poistamiseksi prote- 
iinipitoisista koostumuksista, tunnettu siita, 
etta 

a) proteiinipitoisen koostumuksen sisaltama prote- 
iini pilkotaan entsymaattisesti prcteolyyttisella entsyy- 
milla proteiinihydrolysaatiksi, jonka hydrolysoitumisaste 

on noin 30 - 60 %, 

b) nain saatu proteiinihydrclysaatti ultrasucdate- 

taan ja permeaatti otetaan talteen, 

c) haluttaessa liuoksen pH:ta saadetaan alueella 2 
- 10 suolahapolla tai lipealla, 

d) nain saatu proteiinihydrolysaatti johdetaan 
adsorptiohartsilla taytetyn pylvaan lapi lineaarivirtaus- 
nopeudella 0,1 - 1,3 m/h, lampotilassa 5-65 'C, 

e) pylvasta eluoidaan vedella lineaarivirtaus- 

nopeudella 0,1 - 1,3 m/h, 

f) otetaan talteen jae, josta f enyylialaniini on 

poistettu, 

g) tarvittaessa talteenotetusta jakeesta poistetaan 
suoloja, ja 

h) lopuksi talteenotettu jae konsentroidaan kuiva- 
ainepitoisuuieen 70 - 80 paino-% ja haluttaessa kuivataan. 

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, 
tunnettu siita, etta proteiinipitoinen koostumus 
on heraproteiinia tai soi j aproteiinia . 

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelma, 
tunnettu siita, etta proteolyyttinen entsyymi on 

pankreatiini . 

4. patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelma, 
tunnettu siita, etta pankreatiinia kaytetaan noin 
3 paino-% proteiinin maarasta laskettuna. 

5. Jonkin patenttivaatimuksista 1-4 mukainen me- 
netelma, tunnettu siita, etta vaiheessa b) tai- 
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teenotettu permeaatti konsentroidaan ja kuivataan edul- 
lisesti sumutuskuivauksella jauheeksi, joka ennen jat- 

kokasittelya liuotetaan kuumaan veteen. 

6. Jonkin patenttivaatimuksista 1-5 mukainen me- 
netelma, tunnettu siita, etta adsorptiohartsina 
kaytetaan hydrofobista polystyreenirunkoista hartsia. 

7. Jonkin patenttivaatimuksista 1-6 mukainen me- 
netelma, tunnettu siita, etta adsorptiohartsilla 
taytetyn pylvaan lapi johdetaan proteiinihydrolysaatti- 
liuosta, jonka pH on 6,5 - 7,0. 

8. Jonkin patenttivaatimuksista 1-7 mukainen me- 
netelma, tunnettu siita, etta hartsikasittelylam- 
potila on noin 30 °C. 
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Patentkrav 

1. Forfarande for avlagsning av fenylalanin ur pro- 
teinhaltiga sammansattningar, kannetecknat 

darav a*t*t 

a) proteinet i den proteinhaltiga sammansattnmgen 
spjalks enzymatiskt med hjalp av ett proteolytiskt enzyn, 
till ett proteinhydrolysat med en hydrolyseringsgrad av ca 
30 - 60 %, 

b) det sa erhallna proteinhydrclysatet ultra.il- 
treras och ett permeat tillvaratas, 

c) losningens pH regleras, om sa onskas, inom omra- 
de ^ 2-10 med h j alp av saltsyra eller lut, 

d) det sa erhallna proteinhydrolysatet passeras 
genom en med adsorptionsharts fylld kolonn vid ett lineart 
flode av 0,1 - 1,3 m/h vid en temperatur av 5 - 6= C, 

e) kolonnen elueras med vatten vid ett lineart flo- 
de av 0,1 - 1,3 m/h, 

f) en fraktion, ur viiken fenylalanin avlagsnats, 

tillvaratas , 

g) salter avlagsnas vid behov ur den tillvaratagna 

fraktionen, och 

h) den tillvaratagna fraktionen koncentreras txll 

slut till en torramneshalt pa 70 - 80 vikt-% och torkas om 
sa onskas. 

2. Forfarande enligt patentkrav 1, kanne- 
tecknat darav att den proteinhal tiga sammansatt- 
ningen ar vassleprotein eller sojaprotein, 

3 

netecknat darav att det proteolytiska enzymet ar 
pankreatin. 

4. Forfarande enligt patentkrav 3, kanne- 
tecknat darav att pankreatin anvands i en mangd av 
ca 3 vikt-% av proteinets mangd. 



Forfarande enligt patentkrav 1 eller 2. k a n 
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5. Forfarande enligt nagot av patentkraven 1-4, 
kannetecknat darav att det i steg b) tillvara- 

tagna permeatet koncentreras och torkas, foretradesvis 
genom spraytorkning, till ett pulver, som fore fortsatt 
behandling upploses i hett vatten. 

6. Forfarande enligt nagot av patentkraven 1-5, 
kannetecknat darav att som adsorptionsharts 
anvands ett hydrofobt harts med polys tyrenstomme. 

7. Forfarande enligt nagot av patentkraven 1-6, 
kannetecknat darav att genom den med adsorp- 
tionsharts fyllda kolonnen passeras en proteinhydrolysat- 
losning med ett pH av 6,5 - 7,0. 

8. Forfarande enligt nagot av patentkraven 1-7, 

kannetecknat darav att hartsbehandlingstempe- 

raturen ar ca 30 °C. 
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